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© Verfahren zur Herstellung von Humanprotein-enthaltenden, gut vertraglichen Arzneimitteln fur 
Infusions- Oder Injektionszwecke. 



© Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von humanprotein-haltigen Arzneimitteln zur 
Anwendung als Injektions- oder Infusionslosung, wobei die Losungen gut vertrSglich sind und einen pH-Wert von 
2 - 7,4 und eine Pufferkapazitat von bis zu 10 mVal/1 aufweisen. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von gut vertraglichen 
Humanprotein-haltigen Arzneimitteln zur Anwendung als Infusions- Oder Injektionsldsung. 

Humanproteine im Sinne der vorliegenden Erfindung sind korpereigene, nur in geringen Mengen 
vorkommende Proteine, die fiir therapeutische Zwecke eingesetzt werden, wie z.B. t-PA (tissue plasmino- 
5 gen activator), G-CSF (granulocyte colony stimulating factor), Streptokinase, Urokinase, Interferon Oder EPO 
(Erythropoietin), bzw. deren rekombinant hergestellten Derivate, die im wesentlichen ahnliche Oder ver- 
gleichbare pharmakologische Eigenschaften besitzen. 

In der Europaischen Patentanmeldung EP 0,430,200 werden Humanprotein-haltige Arzneimittel zur 
subkutanen oder intramuskularen Applikation beschrieben, die durch Zusatz von Aminosauren eine bessere 
io Bioverfugbarkeit und eine bessere Vertraglichkeit im Vergleich zu bekannten Darreichungsformen aufwei- 
sen. 

Stabilisierte Humanprotein-haltige Arzneimittel, die u.a. Harnstoff und verschiedene Aminosauren enthal- 
ten, sind aus EP 0,306,824 bekannt, wobei dort als Humanproteine insbesondere EPO und G-CSF 
beispielhaft erwahnt sind. 

75 Ferner werden in EP 0,456,153 galenische waflrige Formulierungen von EPO zur Herstellung von 
Injektionspraparaten zur subkutanen Oder intramuskularen Applikation beschrieben, die einen pH-Wert von 6 
- 8 aufweisen und zur Stabilisierung ausschlieBlich ein Alkalimetallphosphat oder Alkalimetallhalogenid 
enthalten. 

Die gentechnologische Herstellung der oben genannten Humanproteine ist beispielsweise aus den 

20 folgenden Patentanmeldungen bekannt: In den PCT-Anmeldungen WO 85/02610 und WO 86/03520 sind 
Verfahren zur gentechnologischen Erzeugung von rh-EPO (recombinantes humanes Erythropoietin) be- 
schrieben. Ferner ist die Herstellung von Polypeptiden mit erythropoietin-ahnlicher Wirkung beschrieben in 
EP 0,409,113; EP 0,357,804; WO 86/02100 und WO 91/05867. Aus dem stand der Technik sind weiterhin 
Verfahren zur Herstellung von anderen rekombinanten Proteinen bekannte, beispielsweise von Polypeptiden 

25 mit plasminogenaktivator-ahnlicher Wirkung aus WO 90/09437; EP 0,227,462; EP 0,400,545 oder EP 
0,440,763. Die Herstellung von Polypeptiden mit G-CSF ahnlicher Wirkung ist beispielsweise bekannt aus 
EP 91 107 429.2 oder PCT/EP91/00192. 

Allgemein bezieht sich der Begriff "rekombinant" auf solche Humanproteine, die mit Hilfe der rekombi- 
naten DNA-Technologie hergestellt werden. Diese Verfahren umfassen die Klonierung des Gens, das fur 

30 das jeweilige Humanprotein kodiert, die Insertion der entsprechenden cDNA oder genomischen DNA in 
einen geeigneten Vektor, wie z.B. in bakterielle Plasmide, und die Transformation dieser rekombinanten 
Plasmide in geeignete Wirtszellen. Das klonierte Gen wird dann in der Wirtszelle exprimiert und das 
entsprechende Humanprotein wird auf an sich bekannte Art und Weise isoliert. 

Es wurde allerdings festgestellt, da/3 Humanprotein-haltige Injektions- oder Infusionslosungen verschie- 

35 dener Hersteller aufgrund unterschiedlicher Zusammensetzungen in der galenischen Formulierung oder 
aufgrund geringer struktureller Unterschiede der Wirkstoffe hinsichtlich der Aminosauresequenz oder des 
Glykosylierungsmusters des Proteins unterschiedlich vertraglich waren. Obwohl die aus dem Stand der 
Technik bekannten Losungen im wesentlichen isotonische Losungen waren, die an sich ohne gro/tere 
Probleme gut vertraglich sein sollten, wurden bei der Applikation unangenehme Nebenwirkungen festge- 

40 stellt. Bei der Verabreichung von beispielsweise EPO-haltigen Injektionslosungen hatten Patienten oft uber 
Schmerzen an der Einstichstelle geklagt, die wahrend und nach der Applikation auftraten. In Abhangigkeit 
von der jeweils verwendeten galenischen Formulierung traten bei vielen Patienten haufig brennende 
Schmerzen auf, wenn insbesondere solche Injektionslosungen verabreicht wurden, die zur Stabilisierung 
humanes Serumalbumin und Zitratpuffer als Zusatz enthielten. In einigen Fallen kam es bei den Patienten 

45 zu erhohter Temperatur, hohem Blutdruck, Urtikaria, Ruckenschmerzen, Nausea oder auch zum Schock. 

Ferner hat sich gezeigt, da/3 Injektionslosungen mit einem relativ geringen Gehalt an Wirkstoff nicht 
hinreichend gut stabiliser! werden konnen. So waren beispielsweise Arzneimittelformulierungen, die als 
Humanprotein EPO in einer Menge von z. B. 500 - 20.000 U enthielten, nicht ausreichend stabil. So konnte 
nachgewiesen werden, da/3 einige galenische Formulierungen die unerwunschte Bildung von Aggregaten 

50 oder Agglomeraten der Humanproteine, insbesondere bei langerer Lagerung begUnstigen. Dadurch kann es 
bei der Anwendung derartiger Praparate zu immunologischen Problemen kommen. 

Es stellte sich daher die Aufgabe, verbesserte Injektionslosungen bereitzustellen, die gut vertraglich 
sind. Au/terdem sollten diese Losungen Liber langere Zeit weitgehend aggregatfrei gelagert werden konnen. 
Sie sollten reproduzierbar gut vertraglich appliziert werden konnen, und eine moglichst schmerzfreie 

55 Applikation gewahrleisten. 

Die erfindungsgema/te Aufgabe wird dadurch gelost, da/B man humanproteinhaltige Arzneimittel zur 
Anwendung als Infusions- oder Injektionslosungen herstellt, deren pH-Wert im sauren oder neutralen 
Bereich liegt und die eine moglichst geringe Pufferkapazitat besitzen. Die Pufferkapazitat liegt insbesondere 
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im Bereich von 0-10 mVal/1, bevorzugt 0 - 6 mVal/1. Bevorzugt betragt die Pufferkapazitat bis zu 3 
m Val/1 , 2 m Val/1 Oder 1 mVal/1 , insbesondere bis zu 0,5 mVal/1 . Der pH-Wert liegt im Bereich von etwa 2 - 
7,4, je nach Stabilitat des verwendeten Humanproteins in saurem Medium. Insbesondere kommt ein pH- 
Bereich von etwa 3,8 - 7,4 in Frage, bevorzugt 4,5 - 7,4. 
5 Infusionslosungen, die fUr die intravenose Gabe geeignet sind, besitzen vorzugsweise eine Pufferkiapa- 
zitat von bis 3 mVal/1 Oder bis zu 1 mVal/1 , bevorzugt bis zu 0,3 mVal/1 Oder bis zu 0,1 m Val/1 , 
insbesondere bis zu 0,05 mVal/1. Injektionslosungen, die fur die subkutane Gabe geeignet sind, besitzen 
vorzugsweise eine Pufferkapazitat von bis zu 1 mVal/1, 0,2 mVal/1 Oder bis zu 0,1 mVal/1, insbesondere 
von bis zu 0,05 mVal/1 . 

10 Der obere pH-Wert der applizierbaren Arzneimittellosung darf nicht wesentlich uber dem Neutralpunkt 
liegen (der pH-Wert des Blutes liegt zwischen 7,2 und 7,4), weil Humanproteine im alkalischen Bereich 
nicht bestandig sind. Die intravenose und die subkutane Applikation unterscheiden sich deshalb, weil durch 
das intravenose Anfluten von Blut und die im Blut enthaltenen Puffer eine schnellere Angleichung an 
physiologische pH-Verhaltnisse moglich ist, als dies subkutan erfolgen kann. 

75 Die Pufferkapazitat wird allgemein definiert als diejenige aquivalente Menge (Val) an Saure Oder Lauge, 
die erforderlich ist, urn den pH-Wert einer Losung mit dem Volumen von einem Liter urn eine pH-Einheit zu 
verandern. Falls einbasige Sauren oder Basen fiir die Titration verwendet werden, entspricht die Angabe 
Val/1 der verwendeten Saure oder Base der molaren Menge Mol/I dieser Saure. Da im vorliegenden Fall die 
verwendeten Losungen eihen pH-Wert im sauren Bereich aufweisen, kann alternativ die Pufferkapazitat 

20 auch als diejenige Menge einer beispielsweise 0,1 n NaOH-Losung definiert werden, die benotigt wird, um 
den pH-Wert einer Losung von einem Liter um eine pH-Einheit anzuheben. Die Humanprotein-haltigen 
Arzneimittelldsungen enthalten bei der Bestimmung der Pufferkapazitat die ublichen pharmazeutischen 
Hilfs- oder Tragerstoffe. 

Die Bestimmung der Pufferkapazitat der Humanprotein-haltigen Arzneimitteln erfolgt ausgehend von 
25 den fertig applizierbaren Injektions- oder Infusionslosungen, die neben dem Wirkstoff die sonst in der 
pharmazeutischen Praxis ublichen Hilfs- oder Zusatzstoffen enthalten. In der Regel besitzen die Losungen 
einen sauren pH-Wert zur Stabilisierung des Proteins. Durch Titration mit Basen wird die entsprechende 
Menge der Base bestimmt, die erforderlich ist, um den pH-Wert der Losung um eine Einheit zu erhohen. 
Bevorzugte Grenzen fur die Pufferkapazitat in der Infusions- oder Injektionslosung sind fur die 
30 intravenose Gabe bis zu 2,4 ml einer 0,1 n Natronlauge, bevorzugt bis zu 0,5 ml. Dies entspricht einer 
Menge an Lauge von 0,24 mMol bzw. 0,05 mMol. Fur die subkutane Gabe werden bevorzugt bis zu 1 ml 
einer 0,1 n NaOH-Losung, insbesondere bis zu 0,2 ml einer 0,1 n NaOH-Losung verwendet. Dies entspricht 
einer Menge an Lauge von bis zu 0,1 mMol, bzw. bis zu 0,02 mMol. 

Ferner hat sich gezeigt, da/3 es vorteilhaft ist, wenn die fertig applizierbaren Injektions- oder Infusionslo- 
35 sungen eine moglichst geringe Titrationsaciditat von bis zu 10 mVal/1 aufweisen, insbesondere bis zu 5 
mVal/1. 

Bevorzugte Grenzen fur die Titrationsaciditat der Infusions- oder Injektionslosungen sind fur die 
intravenose Applikation bis zu 10 ml, bevorzugt bis zu 5 ml, 3 ml oder 1 ml einer 0,1 n NaOH-Losung. Dies 
entspricht einer Titrationsaciditat von bis zu 1 mmol/l, bzw. bis zu 0,3 mmol/l oder 0,1 mmol/l. Fur die 
40 subkutane Applikation werden bevorzugt bis zu 5 ml, insbesondere bis zu 2 ml oder bis zu 0,5 ml einer 0,1 
n NaOH-Losung verwendet. Die Titrationsaciditat betragt in diesem Fall bis zu 0,5 mmol/l, bzw. bis zu 0,2 
mmol/l oder 0,05 mmol/l. 

Die Titrationsaciditat bzw. -basizitat wird allgemein definiert als diejenige Menge an Lauge bzw. Saure, 
die erforderlich ist, um den pH-Wert einer Losung mit dem Volumen von einem Liter auf den pH-Wert des 

45 Blutes (etwa 7,2 - 7,4) einzustellen. Im vorliegenden Fall kann die Titationsaciditat alternativ auch als 
diejenige Menge einer beispielsweise 0,1 n NaOH-Losung definiert werden, die erforderlich ist, um den pH- 
Wert von einem Liter einer Losung auf den des Blutes (etwa 7.3) anzuheben. Die Humanprotein-haltigen 
Arzneimittellosungen enthalten bei der Bestimmung der Pufferkapazitat die ublichen pharmazeutischen 
Hilfs- oder Zusatzstoffe. Das Verfahren zur BeStimmung der Titrationsaciditat erfolgt in analoger Weise wie 

50 die Bestimmung der Pufferkapazitat, indem man von der fertig applizierbaren Injektions-oder Infusionslo- 
sung ausgeht und diejenige Menge an Base bestimmt, die erforderlich ist, um den pH-Wert von etwa 7 der 
Losung einzustellen. 

Der pH-Bereich fur eine weitgehend schmerzfrei applizierbare Infusions- oder Injektionslosung mit 
relativ niedriger Pufferkapazitat und Titrationsaciditat liegt in Abhangigkeit des jeweils verwendeten Human- 
55 proteins im Bereich von etwa 2 - 7,4, wobei als untere Grenze insbesondere die pH-Werte 3,8 - 6,0, 
bevorzugt 4,5 - 7,0 bzw. 5,5 - 6,0 in Frage kommen. Als obere Grenze des pH-Bereiches werden 
vorzugsweise pH-Werte der Losungen verwendet, die in der Nahe des pH-Wertes des Blutes liegen. Fur 
intravenose Applikationen werden vorzugsweise Losungen mit einem pH-Wert von 6 - 7,4, insbesondere 6,8 
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- 7,2 verwendet. FQr subkutane Applikationen werden vorzugsweise Losungen mit einem pH-Wert von 6,5 - 
7,2, insbesondere 7,0 - 7,2 verwendet. 

AuBer der naturlich vorkommenden Form der Humanproteine konnen auch geeignete Muteine verwen- 
det werden. Unter dem Begriff "Muteine" werden in der Regel solche Humanproteine verstanden, deren 

5 Aminosauresequenz sich durch mindestens eine Aminosaure von der naturlichen Sequenz unterscheidet. 
Diese Unterschiede konnen darin bestehen, daB eine Oder mehrere, vorzugsweise 1-10 Aminosauren in der 
naturlichen Sequenz durch andere Aminosauren ausgetauscht sind, oder daB eine Oder mehrere Aminosau- 
ren an das N- oder C-terminale Ende hinzugefugt bzw. auch weggelassen werden. Man spricht dann von N- 
oder C-terminalen Verlangerungen bzw. N- oder C-terminalen Deletionen. Die zuvor genannten Moglichkei- 

10 ten lassen sich gegebenenfalls auch miteinander kombinieren, d.h. das N-terminale Ende der naturlichen 
Sequenz kann beispielsweise unter gleichzeitiger VerkUrzung des C-terminalen Endes verlangert werden, 
wobei gegebenenfalls gleichzeitig auch eine oder mehrere Aminosauren durch andere Aminosauren 
ausgetauscht werden konnen. Im Hinblick auf die jeweilige Indikationsrichtung sollten die so erhaltenen 
Fragmente im wesentlichen die gleichen grundlegenden therapeutischen Eigenschaften und Wirkungen 

75 aufweisen wie die naturlichen Humanproteine. 

Fur die Vertraglichkeit spielt auch eine Rolle, ob eine Darreichungsform konserviert werden muB. Alle 
Konservierungsmittel weisen eine mehr oder weniger groBe Allergierate auf. Urn Keimfreiheit zu garantieren, 
ist ihr Einsatz aber nicht immer zu vermeiden. Nach den der Anmeldung zugrunde liegenden Untersuchun- 
gen ist es moglich, die Konservierungsmittel so bei der Herstellung der Injektionsldsungen einzusetzen, daB 

20 sowohl eine weitestgehende Keimfreiheit garantiert ist, als auch Nebenwirkungen der Konservierungsmittel 
fast vollstandig ausgeschlossen werden. Dies laBt sich dadurch erreichen, daB entweder das Konservie- 
rungsmittel noch wahrend der Herstellung entfernt wird, oder - wenn der Verbleib des Konservierungsmit- 
tels in der Losung unvermeidlich ist - das Konservierungsmittel im Hinblick auf eine moglichst geringe 
Allergierate ausgewahlt wird und/oder seine erforderliche Konzentration in der Losung minimiert wird, indem 

25 seine Absorption an Materialien ausgeschlossen wird, mit denen die Losung in Beruhrung kommt. 

Die flussigen oder auch lyophilisierten Arzneimittel enthalten gegebenenfalls ublich pharmazeutische 
Hilfsstoffe, wie z.B. Stabilisierungsmittel oder organische hydrophile Polymere. Als Stabilisierungsmittel sind 
beispielsweise geeignet Oligosaccharide, wie z.B. Sucrose, Tetralose, Lactose, Dextrane mit einem Moleku- 
largewicht von etwa 10,000 - 2,000,000. Organische hydrophile Polymere sind Makromolekule mit einem 

30 Kohlenstoffgrundgerust, das aus hydrophilen monomeren Einheiten mit gegebenenfalls polaren Seitengrup- 
pen aufgebaut ist, wie beispielsweise Polyethylenglykol oder Polyvinylpyrrolidon. 

Ferner enthalten die Arzneimittelzubereitungen pharmazeutisch ubliche Puffer, wie z.B. Alkaliphosphate, 
Salze von organischen oder anorganischen Sauren oder Aminosauren. Die Zusammensetzung der verschie- 
denen Puffersubstanzen in der Rezeptur wird so gewahlt, daB eine moglichst geringe Pufferkapazitat der 

35 fertig applizierbaren Injektions- oder Infusionslosung resultiert. Dies kann dadurch geschehen, indem man 
eine moglichst geringe Menge der Puffersubstanzen einsetzt, wobei insbesondere die Gesamtmenge des 
Puffers eine Konzentration in der Arzneimittellosung von 100 mmol/l nicht ubersteigen sollte. Bevorzugt 
werden Puffersubstanzen in einer Konzentration von 10-100 mmol/l, insbesondere von 20 - 60 mmol/l 
eingesetzt. Alternativ dazu ist es auch moglich, die einzelnen Puffersubstanzen so auszuwahlen, daB sie 

40 sich in ihrer im wesentlichen im sauren oder basischen Pufferbereich liegenden Wirkung gegenseitig 
kompensieren. In diesem Fall kann die Gesamtmenge an Puffersubstanzen bis zu 200 mmol/l in der fertig 
applizierbaren Arzneiform betragen. 

Die lyophilisierten Arzneimittel enthalten vorzugsweise zusatzlich einen Gerustbildner, der beim Einfrie- 
ren der wassrigen Losung eine kristalline Matrix ausbildet, die auch wahrend des sich anschlieBenden 

45 Lyophilisierens und bei der langeren Lagerung des Lyophilisats unter verschiedenen auBeren Bedingungen 
in ihrer Struktur stabil bleibt. In diesem Sinne kommen als geeignete Gerustbildner Mannitol oder Glycin in 
Frage. 

Die so hergestellten Arzneimittel kommen vorzugsweise in Form von Lyophilisaten in den Handel. Sie 
konnen als Single-Dose Praparate verwendet werden, wobei eine bestimmte Menge des Humanproteins in 

50 einer Injektionsflasche oder Karpule vorliegt und das Lyophilisat durch Zugabe der entsprechenden Menge 
an Rekonstitutionslosung gelost wird. 

Die Rekonstitutionslosung kann bereits die erforderlichen Menge an Lauge enthalten, die notig ist, urn 
den gewunschten pH-Wert der injektionsfertigen Losung einzustellen. Daneben konnen die ublichen 
isotonischen Zusatze verwendet werden. 

55 Die rekonstituierte Losung wird dann auf eine Injektionsspritze aufgezogen und kann direkt dem 
Patienten appliziert werden. Sogenannte Single-Dose Praparate enthalten beispielsweise rh-EPO in einer 
Menge von 2.000 bis 20.000, bevorzugt 5000, 10.000 Oder 15.000 U. Bei entsprechend groBerem Einsatz 
des Humanproteins konnen auch Multi-Dose-Praparate mit beispielsweise bis zu 200.000 U hergestellt 



4 



EP0 528 314 A1 



werden. In diesem Fall wird ein gro/teres Volumen (etwa 5 - 10 ml) als Rekonstitutionslosung verwendet, 
wobei diese Losung dann fiir mehrere Applikationen verwendbar ist. Die zu applizierende Menge des 
Humanproteins kann in diesem Fall individuell vom Arzt festgelegt werden, bzw. fur mehrere Applikationen 
bei verschiedenen Patienten eingesetzt werden. 

5 Die spezifische Aktivitat des zur Herstellung der Injektions- Oder Infusionslosungen eingesetzten EPO 
betragt vorzugsweise etwa 160.000 IU pro Absorptionseinheit bei 280 nm (vgl. EP 0,209,539). 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen im einzelnen beschrieben. Als Wirkstoff wird 
stellvertretend fur die Klasse der Humanproteine jeweils rh-EPO Oder G-CSF eingesetzt. In gleicher Weise 
konnen aber auch andere Humanproteine verwendet werden. 

io Zur Herstellung der bei der Erfindung einsetzbaren Injektionslosungen werden in einem sterilen, mit 
Ruhrwerk versehenen V2A-Doppelmantelkessel die Hilfsstoffe in Wasser gelost. Die wesentlichen Hilfsstoffe 
sind pharmazeutisch ubliche Puffer, Komplexbildner, Stabilisatoren und Netzmittel. Fiir die Einstellung des 
physiologisch optimalen Bereichs fur die intravenose und die subkutane Anwendung sind als Puffer 
insbesondere geeignet: Glykokoll, Natriumcitrat, primares Kaliumphosphat, sekundares Natriumphosphat, 

75 Carbonat und vertragliche Salze von Aminosauren, wie z. B. Arginin, Lysin, Ornithin, Glycin oder Histidin, 
aufierdem die Natrium- und Kaliumsalze der Apfelsaure, Maleinsaure, Fumarsaure, Weinsaure und Aspa- 
raginsaure und Kombinationen dieser Substanzen. Die Puffer werden in einer Konzentration von etwa 1 bis 
etwa 100 mmol/l Losung eingesetzt. Der Wirkstoff wird zu der Losung hinzugegeben und es wird zum 
Endvolumen aufgefullt und durchgeruhrt. Die Ansatzlosung wird uber einen Membranfilter mit 0,2m 

20 Porenweite sterilfiltriert. Die dabei gewonnene Losung wird zu 0,5 ml in Injektionsflaschen unter aseptischen 
Bedingungen abgefullt und danach in einer Lyophilisationsanlage getrocknet. 

Die oben beschriebenen Rezepturen sind auch als spritzfertige Losungen stabil. Bei ihrer Herstellung 
wird die erhaltene Losung nicht lyophilisiert, sondern nach der Sterilfiltration direkt in eine Ampulle oder 
Injektionsflasche zu je 1 ml pro Behaltnis abgefullt. 

25 Die Anwesenheit von Konservierungsmitteln kann die Vertraglichkeit von Humanprotein-Losungen 
beeintrachtigen. Hinzu kommt, dafl Konservierungsmittel mehr oder weniger stark mit Humanproteinen 
reagieren und diese dabei inaktivierten. Trotzdem kann auf die bakterizid wirkenden Konservierungsmittel 
nicht immer verzichtet werden, weil Keime beispielsweise beim Abfullen in die Losung eindringen konnen, 
oder weil, wenn aus einem sterilen Lyophilisat in einem Multidose-Behaltnis eine Injektionslosung bereitet 

30 wird, diese bis zum vollstandigen Verbrauch konserviert werden mufl. 

Unproblematisch ist der Konservierungsmittelzusatz bei der Herstellung des Praparats, wenn das 
Konservierungsmittel so ausgewahlt wird, da/3 es bei der Lyophilisation verdampft oder wegsublimiert. 
Konservierungsmittel, die eine entsprechende Fluchtigkeit aufweisen, sind z. B. Chloreton, Benzylalkohol. 
Die Vertraglichkeit konservierter Injektionslosungen laflt sich verbessern, indem die Konservierungsmittel 

35 moglichst gering dosiert werden (bis zu 2 %). Die Vertraglichkeit laflt sich daruber hinaus auch durch eine 
gunstige Auswahl der Konservierungsmittel verbessern. Konservierungsmittel, die eine geringe Allergierate 
aufweisen - und im ubrigen auch mit dem Humanprotein relativ langsam reagieren sind z. B. Chlorbuta- 
nol, Benzylalkohol und Benzalkoniumchlorid. 

Zur Herstellung der pharmazeutischen Darreichungsformen, die die Humanproteine enthalten, werden 

40 die ublichen pharmazeutischen Hilfs- oder Zusatzsoffe verwendet. Ferner konnen Stabilisierungs- oder 
Solubilisierungsmittel, wie z.B. die basischen Aminosauren Arginin, Lysin oder Ornithin, zugesetzt werden. 
Ferner konnen als Aminosaure verwendet werden: Aminoessigsaure, Glutaminsaure, Isoleucin, Leucin, 
Phenylalanin, Threonin, sowie weitere in den Patentanmeldungen EP 0 430 200 oder EP 0 306 824 
genannte Aminosauren. Die Darreichungsform kann als Lyophilisat oder auch als gebrauchsfertige 

45 Infusions- oder Injektionslosung in den Handel gebracht werden. 

Wird ein Lyophilisat gewahlt, so kann die pharmazeutische Verpackungseinheit zusatzlich die zur 
Rekonstitution erforderlichen Losungsmittel enthalten. Diese sind in der Regel so auf das entsprechende 
Lyophilisat abgestellt, da/3 bei der Mischung die spritzfertigen Losungen mit den erfindungsgema<3en 
Eigenschaften erhalten werden. Das Lyophilisat kann die zur Einstellung des vorteilhaften PH-Bereiches 

50 erforderlichen Mengen an basischen Mitteln bereits ganz oder teilweise enthalten, so da/3 die Rekonstitution 
im wesentlichen mit destilliertem Wasser fiir Injektionszwecke erfolgt. Andererseits ist es auch prinzipiell 
moglich, dafl die Rekonstitutionslosung die erforderliche Menge an basischen Mitteln enthalt, urn den pH- 
Bereich der spritzfertigen Losung einzustellen. Ferner konnen sowohl Lyophilisat als auch die Rekonstitu- 
tionslosung Mittel enthalten, die die Herstellung einer isotonischen Losung gewahrleisten. 

55 Bei der Herstellung der pharmazeutischen Verpackungseinheit werden die Darreichungsformen in der 
Regel mit einem Beipackzettel versehen, auf dem unter anderem der Hinweis enthalten ist, da/3 die 
Infusions- oder Injektionslosungen eine gut vertragliche, schmerzfreie Applikation ermoglichen. 
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Im folgenden werden humanproteinhaltige Rezepturen beschrieben, die aufgrund ihres gunstigen pH- 
Wertes, bzw. ihrer gunstigen Pufferkapazitat und ihrer gUnstigen Titrationsaciditat, vollig schmerzfrei sowohl 
intravenos als auch subkutan appliziert werden konnen. Die Herstellung der in den Beispielen genannten 
Losungen erfolgte wie oben angegeben: 

Beispiel 1 



10 


Erythropoietin 


5.000 U 


5.000 U 


5.000 U 




Harnstoff 


25,000 mg 


25,000 mg 


25,000 mg 




Calciumchlorid 


0,151 mg 


0,151 mg 


0,151 mg 




NaCI 


2,500 mg 


2,500 mg 


2,500 mg 




Polv^orhat 20 


0 250 ma 


0 250 ma 


0 250 ma 


15 


Natriumdihydrogenphosphat 




1,190 mg 






Natriumhydrogenphosphat 




9.965 mg 


- 




Citronensauremonohydrat 


10,500 mg 


- 


q.s. bis 




Natronlauge 


5,890 mg 




prl 6,8 




Weinsaure 






10,200 mg 


20 


Aminoessigsaure 


37,500 mg 


37,500 mg 


37,500 mg 




L-Leucin 


5,000 mg 


5,000 mg 


5,000 mg 




L-lsoleucin 


5,000 mg 


5,000 mg 


5,000 mg 




L-Threonin 


1 ,250 mg 


1 ,250 mg 


1 ,250 mg 




L-Glutaminsaure 


1 ,250 mg 


1 ,250 mg 


1 ,250 mg 


25 


L-Phenylalanin ' 


2,500 mg 


2,500 mg 


2,500 mg 




Wasser 


2,14- 


2,14- 


2,14- 






5,35 ml 


5,35 ml 


5,35 ml 




pH-Wert der in 1 ml Wasser fur 


6,6 


7,2 


6,8 


30 


Injektionszwecke gelosten Lyophilisatform 










Pufferkapazitat: 0,01 mmol/l (0,1 ml 0,1 n NaOH) 








Titrationsaciditat: 0,015 mmol/l (0,15 ml 0,1 n NaOH) 







35 Die in dem Beispiel beschriebenen Rezepturen sind sowohl als Lyophilisate als auch als spritzfertige 
Losungen lagerstabil. Die spezifische Aktivitat des verwendeten EPO betragt ca. 160.000 IU pro Absorp- 
tionseinheit bei 280 nm. 
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Beispiel 2 (EPO-Lyophilisat zu 2.000 U/vial) 



EPO 


2.000 U 


r\ r\r\r\ i ■ 

2.000 U 


2.000 U 


• i ■ _ rr 

Harnstoff 


5,00 mg 


0,50 mg 


0 


Polysorbat 


0,10 mg 


0,10 mg 


0,10 mg 


NaCI 


0,60 mg 


0,60 mg 


0,60 mg 


Weinsaure 


4,08 mg 


4,08 mg 


4,08 mg 


Natronlauge 


9,50 mg 


9,50 mg 


9,50 mg 


CaCIo 2HoO 


0 Oft mn 






Aminoessigsaure 


15,00 mg 


15,00 mg 


15,00 mg 


L-Glutaminsaure 


0,50 mg 


0,50 mg 


0,50 mg 


L-lsoleucin 


2,00 mg 


2,00 mg 


2,00 mg 


L-Leucin 


2,00 mg 


2,00 mg 


2,00 mg 


L-Phenylalanin 


1 ,00 mg 


1 ,00 mg 


1,10 mg 


L-Threonin 


0,50 mg 


0,50 mg 


0,50 mg 


Wasser fur Injektionszwecke 


2,14-5,35 ml 


2,14-5,35 ml 


2,14-5,35 ml 


pH-Wert der rekonst. Losungen 


7,0 


7,0 


7,0 


Pufferkapazitat : 0,01 mmol/l (0,1 ml 0,1 n NaOH) 
Titrationsaciditat: 0,015 mmol/l (0,15 ml 0,1 n NaOH) 



Die in dem Beispiel beschriebenen Rezepturen sind sowohl als Lyophilisate als auch als spritzfertige 
25 Losungen lagerstabil. 

Beispiel 3 



Bildung von Oligomeren 

rh-EPO enthaltende Arzneimittel wurden hinsichtlich ihrer Tendenz zur Ausbildung von Oligomeren 
untersucht Die aus dem Stand der Technik bekannten Formulierungen wurden hierbei mit dem erfindungs- 
gema/3en Formulierungen verglichen. Die Arzneimittel wurden als Lyophilisate bei verschiedenen Tempera- 
turen uber einen langeren Zeitraum gelagert und anschlie/tend mit destilliertem Wasser rekonstituiert. Der 
prozentuale Anteil an Oligomeren in den Formulierungen wurde durch Western-Blotting bestimmt. Bei 
Formulierungen, die humanes Serumalbumin und Zitrat enthielten, wurden je nach Hersteller Aggregate mit 
einem Anteil von 16 %, 8 % und 3 % gefunden. Die nach dem erfindungsgema!3en Verfahren hergestellten 
Losungen waren dagegen praktisch aggregatfrei. 
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Beispiel 4 



G-CSF-Rezepturen mit pH-Wert 4,5 


rhG-CSF 


0,175 mg 


Natriumchlorid 


1 ,500 mg 


Polysorbat 80 


0,050 mg 


Aminoessigsaure z.A. 


6,550 mg 


L-Leucin 


0,500 mg 


L-lsoleucin 


0,500 mg 


L-Threonin 


0,125 mg 


L-Glutaminsaure 


0,125 mg 


L-Phenylalanin 


0,250 mg 


NaOH 0,1 molar ad pH 4,5 


0,000 mg 


Wasser fur Injektionszwecke 


+ 492,225 mg 


pH-Wert der in 0,5 ml Wasser ftir Injektionszwecke rekonstituierten Losung: 4,5 
Pufferkapazitat : 3,0 mmol/l NaOH (30 ml 0,1 n NaOH) 
Titrationsaciditat: 5,0 mmol/l NaOH (50 ml 0,1 n NaOH) 



Die Bezeichnung rhG-CSF steht fur recombinant human G-CSF. 
Beispiel 5 



G-CSF-Rezeptur mit pH-Wert 3,8 - 4,0 


rhG-CSF 


0,175 mg 


Natriumchlorid 


1 ,500 mg 


Polysorbat 80 


0,050 mg 


Aminoessigsaure z.A. 


5,750 mg 


L-Leucin 


0,500 mg 


L-lsoleucin 


0,500 mg 


L-Threonin 


0,125 mg 


L-Glutaminsaure 


0,125 mg 


L-Phenylalanin 


0,250 mg 


HCI 0,1 molar ad pH 3,8 - 4,0 


0,000 mg 


Wasser fur Injektionszwecke 


+ 493,025 mg 


pH-Wert der in 0,5 ml Wasser fur Injektonszwecke rekonstituierten Losung: 3,9 
Pufferkapazitat : 5,8 mmol/l NaOH (58 ml 0,1 n NaOH) 
Titrationsaciditat: 10 mmol/l NaOH (100 ml 0,1 n NaOH) 
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Beispiel 6 



G-CSF-Rezepturen mit pH 4 


rhG-CSF 


0,175 mg 


0,175 mg 


0,175 mg 


Harnstoff 


2,500 mg 


0,250 mg 


0,000 mg 


Natriumchlorid 


1 ,500 mg 


1 ,500 mg 


1 ,500 mg 


Polysorbat 80 


0,050 mg 


0,050 mg 


0,050 mg 


Aminoessigsaure z.A. 


3,750 mg 


5,550 mg 


5,750 mg 


L-Leucin 


0,500 mg 


0,500 mg 


0,500 mg 


L-lsoleucin 


0,500 mg 


0,500 mg 


0,500 mg 


L-Threonin 


0,125 mg 


0,125 mg 


0,125 mg 


L-Glutaminsaure 


0,125 mg 


0,125 mg 


0,125 mg 


L-Phenylalanin 


0,250 mg 


0,250 mg 


0,250 mg 


Wasser fOr Injektionszwecke 


+ 492.525 mg 


+ 492.975 mg 


+ 493.025 mg 


pH-Wert der in 0,5 ml Wasser f. 


4,0 


4,0 


4,0 


Injektionszwecke gelosten Lyophilisatform 








Pufferkapazitat : 5,8 mmol/l NaOH (58 ml 0,1 n NaOH) 
Titrationsaciditat: 10 mmol/l NaOH (100 ml 0,1 n NaOH) 



Die in dem Beispiel beschriebenen Rezepturen sind sowohl als Lyophilisat als auch als spritzfertige 
Losungen lagerstabil. 

Beispiel 7 

Vergleich mit den aus dem Stand der Technik bekannten Injektions- Oder Infusionslosungen 
Es wurden Losungen nach den in den Patentanmeldungen EP 0 430 200 und EP 0 456 154 genannten 
Methoden hergestellt, wobei als Humanprotein jeweils EPO verwendet wurde. 
Losung 1 : gema/3 EP 0 430 200 

0,2 m Arginin, 0,2 m Lysin 
eingestellt auf pH 4,5 
Losung 2: gema/3 EP 0 430 200 

0,2 m Arginin; 0,2 m Lysin 
eingestellt auf pH 7,5 
Losung 3: gema/3 EP 0 456 153 
16,76 g Na 2 HPO* 
0,5 g NaH 2 PO* 
5,845 g NaCI 

Wasser fur Injektionszwecke ad 1,0 I 
pH-Wert 7,8 

Tabelle 



Pufferkapazitat und Titrationsaciditat bzw. -basizitat der Losungen 1-3: 




Losung 1 


Losung 2 


Losung 3 


Pufferkapazitat 


1 1 ,25 mmol/l 
NaOH von pH 
4,5 auf 5,5 


116,1 mmol/l 
HCI von pH 
7,5 auf 6,5 


19 mmol/l 
HCI von pH 
7,8 auf 6,8 


Titrationsaciditat bzw. -basizitat 


46,65 mmol/l 
NaOH von pH 
4,5 auf 7,4 


6,9 mmol/l 
HCI von pH 
7,5 auf 7,4 


16,6 mmol/l 
HCI von pH 
7,8 auf 7,4 
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Pate ntan sprue he 

1. Verfahren zur Hersteliung von gut vertraglichen Humanprotein-haltigen Arzneimitteln zur Anwendung als 
Injektions- Oder Infusionslosung, dadurch gekennzeichnet, da/* man eine Humanprotein-haltige Losung 

5 zusammen mit vertraglichen pharmazeutischen Hilfsstoffen zu Arzneimittelformulierungen verarbeitet, 
wobei die fertig applizierbaren Injektions- Oder Infusionslosungen einen pH-Wert von etwa 2 - 7,4 und 
eine Pufferkapazitat von bis zu 10 mVal/1 aufweisen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daJ3 die Injektions- Oder Infusionslosungen eine 
70 Titrationsaciditat von bis zu 10 mVal/1 aufweisen. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 als Humanproteine Erythropoietin 
Oder G-CSF verwendet wird. 

75 4. Verfahren nach Anspruch 1-3, dadurch gekennzeichnet, dafi die Losungen einen pH-Wert von etwa 3,8 
- 7,2 aufweisen. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafl die Losungen einen pH-Wert von etwa 4,5 - 
7,2 aufweisen. 

20 

6. Verfahren nach Anspruch 1-5, dadurch gekennzeichnet, daB die Pufferkapazitat bis zu 1 mmol/l betragt. 

7. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Pufferkapazitat der Infusionslosung bis 
zu 0,3 mmol/l betragt. 

25 

8. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl die Pufferkapazitat der Injektionslosung bis 
zu 0,2 mmol/l betragt. 

9. Verfahren nach Anspruch 1-8, dadurch gekennzeichnet, da/S die Titrationsaciditat bis zu 5 mmol/l 
30 betragt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1-8, dadurch gekennzeichnet, 6aB die Titrationsaciditat bis zu 1 mmol/l 
betragt. 

35 11. Verfahren nach einem der Anspruche 1-10, dadurch gekennzeichnet, da/3 die Arzneimittel eine gut 
vertragliche Puffersubstanz aus der Gruppe Glykokoll, Natriumcitrat, Kaliumphosphat, Natriumphosphat, 
Aikalicarbonate, Salze von Aminosauren, Natrium- und Kaliumsalze der Apfelsaure, Maleinsaure, 
Fumarsaure, Weinsaure und Asparaginsaure Oder Kombinationen dieser Substanzen enthalten. 

40 12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dafl die Puffersubstanz in der Infusions- oder 
Injektionslosung in einer Konzentration von 0,01 - 100 mmol/l enthalten ist. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, da/3 bei der Hersteliung der 
Arzneimittel mindestens ein Konservierungsmittel zugesetzt wird. 

45 

14. Verwendung der nach dem Verfahren gemafl Anspruche 1-13 hergestellten Humanprotein-haltigen 
pharmazeutischen Losungen mit einem pH-Wert von 2 - 7,4 und einer Pufferkapazitat von bis zu 10 
mVal/1 zur Hersteliung von gut vertraglichen Arzneimitteln zur Anwendung als Injektions- oder Infu- 
sionslosung. 

50 

15. Pharmazeutische Verpackungseinheit umfassend einen ersten und einen zweiten Bestandteil, wobei der 
erste Bestandteil eine pharmazeutisch ubliche Darreichungsform zur Hersteliung von Humanprotein- 
haltigen Infusions- oder Injektionslosungen mit einem pH-Wert von etwa 2 - 7,4 und einer Pufferkapazi- 
tat von bis zu 10 mVal/1 ist und der zweite Bestandteil aus einem Hinweis zur Applikation dieser 

55 Losungen in gut vertraglicher Form besteht. 

16. Gut vertragliche Humanprotein-haltige Arzneimittel zur Anwendung als Injektions- oder Infusionslosung, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die fertig applizierbare Losung einen pH-Wert von etwa 2 - 7,4 und eine 
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Pufferkapazitat von bis zu 10 mVal/1 aufweist. 

17. Arzneimittel gemafi Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daJ3 die Titrationsaciditat bis zu 10 mVal/1 
betragt. 

5 
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